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摘 要:表层水体中的浮游生物群落在生物地球化学过程中起重要作用,其生物地理分布通常与水文等环境条件

相关。近年来DNA测序等方法已成为研究海洋生态系统中真核生物群落的重要工具,在本研究中采用ITS1作为

DNA标记评估我国沿海表层水中的真核浮游生物多样性。BLAST结果表明,大部分ITS1序列隶属于6个真核

类群,包括浮游动物、真菌和囊泡虫类等。这些主要的真核生物类群可以将采样点分为显著不同的5个聚类,而每

个聚类中的特征真核生物门类表现出显著的地理分布差异。总体上,真核浮游生物群落的多样性水平与经纬度、
水深、温盐等参数显著相关,自北向南有显著升高的趋势。真核生物群落差异(β-多样性)随地理距离的增加而加

大。这提示真核浮游生物在我国沿海表层水中显示出地理限制。本文为中国沿海浮游生物的生物地理研究提供

了分子生物学数据基础。
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海岸带是全球生物地球化学过程的重要区域,以约12%世界地表面积生产约25%的全球初级生产

力[1-2]。作为过渡区域,海岸带受到陆地和海洋过程之间强烈的相互作用,因而导致沿海各区域物理和生态

结构的异质性[2]。我国海岸带的沿海水体相互连通,维持了异质区域之间的物质和能量交换。展开跨海区

大范围的浮游生物研究将有助于形成对中国海岸带生态环境的整体认识。迄今,在各单独海域已有丰富的

海洋生物调查研究[3-5],然而跨海区的大范围浮游生物研究却鲜有报道。
在阳光照射的表层水体中,浮游生物群落包括在初级生产和生物地球化学过程中起重要作用的组成类

群[6]。浮游生物除了依靠自身有限的运动能力,更多的是随波逐流地分散在海洋表层,其生物地理分布随着

海流的方向和强度变化而改变,因而通常与大洋环流体系或较大水团的分布相一致[7]。在研究浮游生物的

生物地理分布时,应综合考虑群落组成、区系发展历史以及环境条件,以此可以反映海域内的浮游生物区系

特点和分布界限。近年,DNA测序等非培养的研究方法为海洋真核浮游生物的生态学研究提供了有力的工

具[6]。在针对真核生物群落的研究中,核糖体基因内转录间隔区(InternalTranscribedSpacer,ITS)是常见

的通用基因标记。目前,ITS作为“条形码”已经应用于藻类、真菌、原生生物、植物和动物的种属关系鉴定,
然而其在环境群落中鉴定科以上分类的能力有限[8]。据报道,以ITS的可变区域ITS1为分类标记研究自

然生物群落中的真核物种具有更高的效率[9]。本文基于克隆文库的方法调查中国沿海真核浮游生物的群落
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组成和结构,并以ITS1为序列标记分析浮游生物多样性,为沿海表层水中真核浮游生物群落的遗传多样性

提供基础数据和参考资料。

1 材料与方法

1.1 采 样

自2007-08—09进行的南海北部开放航次和中国沿海水域开放航次中,分别取得33个位点(NS1~
NS33)和34个位点(S11~S55)的水体样本(图1)。在每个采样点,通过Niskin采水器于水下5m处收集2
L表层水,随后采用0.22μm微孔滤膜过滤。所得滤膜迅速冷冻储存于-20℃冷冻,以备提取DNA。同

时,由温盐深仪(ConductivityTemperatureDepth,CTD)测得温度、盐度和水深参数。经探测,水深超过1
000m的深水位点均位于南海北部,包括S47~S54,NS12~NS26及NS29~NS31。

图1 采样位点分布及夏季表层海流示意图[10-12]

Fig.1 Mapsofsamplingsitesandsurfacecirculationinsummer[10-12]

1.2 总DNA提取和ITS片段扩增

按照标准苯酚-氯仿提取过程对67个滤膜样本进行总DNA提取[13]。沉淀的DNA用RNase处理后,
进行2次70%乙醇冲洗,并以TE缓冲液溶解备用。

参照高远等[14]的方法,本研究采用通用引物ITS1(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')和ITS4(5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')[15]对ITS基因进行PCR扩增以获得包含ITS1的目的基因片段。

PCR反应条件为:95℃预变性5min;95℃变性1min,62℃复性1min,72℃延伸50s,30次循环;72℃延

伸10min。使用1% TAE琼脂糖凝胶电泳对PCR产物进行检测,并用Bioteke凝胶提取试剂盒(Bioteke
Corporation,北京)纯化目标条带。将纯化的DNA片段连接到pGEM-Teasy载体系统(Promega,美国),随
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后转化到大肠杆菌DH5α感受态细胞中,于37℃培养过夜。从每个克隆文库中随机挑取100单菌落,在国

家人类基因组研究中心(上海)进行ABI3730测序。

1.3 序列分析

原始序列按照以下条件剔除不合格序列:1)序列长度小于200bp;2)短片段重复;3)连续8个以上同聚

碱基。本文共获得5796条ITS序列,提交至GenBank数据库,编号为KJ179957~KJ182930,KX11659~
KX115389,KU163659~KU164795。首先使用ITSx[16]从ITS序列中提取ITS1可变区,剔除其中序列长度

小于200bp的ITS1序列。随后使用 MAFFT[17]对ITS1多序列进行比对,并使用phyML3.0[18]以GTR+
G+I模型构建最大似然树(bootstrap1000)。对齐的ITS1序列由DOTUR[19]基于0.03的分类差异归类为

操作分类单元(OTU),其中每个OTU的代表序列通过BLAST匹配至亲缘关系最近的参考序列(相似度≥
97%),而最大似然树则为 Mothur软件 计算weightedUniFrac群落差异矩阵(即β-多样性)提供依据。另

外,使用 Mothur软件完成对克隆文库的统计分析,包括覆盖度(Good'scoverage)、丰富度指数(Chao1esti-
mator)和多样性指标(Shannon-Wiener)[20]。最后,地理参数和物理参数之间、各参数与主要门类的相对丰

度之间、各参数与α-多样性指数之间的Sperman相关性分析,以及位点各参数的欧氏距离、地离距离与β
-多样性的相关性检验(Manteltests)和偏相关检验(partialManteltests)均使用R软件完成,并输出相关

系数(R)及概率值(P)[21-22]。

2 结 果

2.1 物理参数与地理参数的相关性

本文采集的67个位点(图1)跨越了黄海、东海、台湾海峡和南海北部的大范围沿岸海域,其物理条件和

地理条件有着较大的异质性:经度变化范围为110°00'00″~124°35'24″E,纬度变化范围为17°58'48″~38°27'
00″E,深度变化范围为25~4036m,温度变化范围为21.69~29.54℃,盐度变化范围为30.03~34.06。由表

1可见,在自北向南的方向上,伴随着以下条件变化:1)纬度降低,经度数值减小;2)海域水深增加;3)水体表

层温度增加,盐度增加。

表1 地理参数和物理参数的相关性

Table1 Spearman'scorrelationsbetweengeographicandphysicalvariables

参 数
经 度 纬 度 水 深 温 度 盐 度

R P R P R P R P R P

经度 1.00 <0.01 0.81 <0.01 -0.39 <0.01 -0.57 <0.01 -0.50 <0.01

纬度 0.81 <0.01 1.00 <0.01 -0.74 <0.01 -0.86 <0.01 -0.68 <0.01

水深 -0.39 <0.01 -0.74 <0.01 1.00 <0.01 0.77 <0.01 0.52 <0.01

温度 -0.57 <0.01 -0.86 <0.01 0.77 <0.01 1.00 <0.01 0.71 <0.01

盐度 -0.50 <0.01 -0.68 <0.01 0.52 <0.01 0.71 <0.01 1.00 <0.01

2.2 序列统计分析

从67个克隆文库中,共获得5796条ITS序列。经ITSx程序提取ITS1、除去长度小于200bp的序列

后,得到5570条ITS1序列。随后,应用DOTUR将ITS1序列归类至857个OTU(差异度3%)。统计结

果显示,平均每个克隆文库得到84条序列,覆盖度达到77%,丰富度指数均值为79,以及多样性指数均值为3。
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图2 归类于各真核生物门类的序列在

ITS1序列总数中的比例

Fig.2 Proportionofthesequencesbelongingtomajor
eukaryoticphylainthetotalITS1sequences

2.3 真核浮游生物群落组成

BLAST检索结果显示,ITS1序列主要来自6
个真核生物类群:包括浮游动物(2883条序列,

51.8%)、真菌(1795条序列,32.2%)、囊泡虫类

(796条序列,14.3%)、不等鞭毛类(37条序列,

0.7%)、有孔虫(32条序列,0.6%)和植物(26条序

列,0.5%)。如图2所示,浮游动物的主要门类是

刺胞动物门、毛颚动物门、栉水母门、节肢动物门

和脊索动物门;真菌大部分归属于子囊菌门、担子

菌门和未归类真菌;囊泡虫类主要包括纤毛虫门

和甲藻门。这些主要的真核生物门类在各个文库

中的相对丰度能够将所有位点分为5个类别,即

ClusterI~ClusterV(图3)。其中,ClusterI的优

势类群是担子菌门和未归类真菌,分布于黄海北

部海域、东海及南海北部的近岸位点;刺胞动物门

(主要是双生水母和五角水母)是ClusterII的优势门类,主要分布于黄海南部、台湾海峡、南海北部的近岸位点

及少数深水位点(水深>1000m);ClusterIII以子囊菌门为优势类群,集中分布于南海北部的近岸位点;

ClusterIV的优势类群包括纤毛虫门、甲藻门和褐藻门,分布于南海北部的深水位点;ClusterV包括南海北部的

位点NS9、NS26和S52,主要优势门类是毛颚动物门。如图4所示,五大类别的特征门类均与物理参数、地理参

数有显著相关关系(P<0.05)。来自ClusterI~ClusterIII的特征门类与经度、纬度有着显著的正相关关系(P
<0.05),与水深、温度、盐度有着显著的负相关(P<0.05);而ClusterIV~ClusterV的特征门类则呈现与经

度、纬度的显著负相关关系(P<0.05),与水深、温度、盐度的显著正相关关系(P<0.05)。

注:热图显示真核门类在各位点的相对丰度

图3 真核生物的主要门类将位点分为5个类别

Fig.3 Majoreukaryoticphylaclassifyallsitesintofiveclusters
Heatmapexhibitsrelativeabundanceofmajoreukaryoticphylaineachsite
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注:图中以色调图例标注相关系数;以*标注显著相关关系(P<0.05)

图4 来自5个类别的特征门类与物理参数、地理参数的相关性

Fig.4 Spearman’scorrelationsbetweendiscriminantphylaoffiverclustersandphysical,geographicvariables

2.4 真核浮游生物多样性与物理参数、地理参数的相关性

Spearman相关性分析结果(表2)显示,丰富度指数和多样性指数均与纬度、水深和温度有显著相关性

(P<0.05)。丰富度指数和多样性指数随纬度增加而降低,随水深、温度升高而升高。这提示真核浮游生物

群落的α-多样性在中国沿海存在自北向南的升高趋势。对于β-多样性而言,地理距离和水深显然是最为

重要的影响因素,均与群落差异有着显著的正相关关系(表3)。这提示地理距离越远,真核浮游生物群落的

相似性越小;随着水深差异增加,真核浮游生物群落的差异也随之增加。

表2 α-多样性指数与物理参数、地理参数的相关性

Table2 Spearman’scorrelationsbetweenα-diversityindexandthephysical,geographicalvariables

参 数
丰富度指数 多样性指数

R P R P

经度 -0.09 0.47 -0.11 0.37

纬度 -0.34 0.01 -0.34 0.01

水深 0.55 <0.01 0.53 <0.01

温度 0.39 <0.01 0.38 <0.01

盐度 0.18 0.16 0.21 0.09

表3 β-多样性与各参数的相关性检验和偏相关检验

Table3 MantelandpartialManteltestsbetweenphysicalvariables,geographicdistanceandβ-diversitydistance

参 数
相关性检验

R P
控制参数

偏相关性检验

R P

经度 0.056 0.077 地理距离 0.043 0.137

纬度 0.080 0.072 地理距离 0.080 0.073

水深 0.265 0.001 地理距离 0.206 0.002

温度 0.042 0.189 地理距离 0.035 0.230

盐度 -0.032 0.669 地理距离 -0.020 0.592

地理距离 0.210 0.001 水深 0.125 0.014
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3 讨 论

在序列丰度上占优势的主要门类能够将所有采样位点分为明显不同的五大类,其中位于黄海、东海及台

湾海峡的采样点均归类到ClusterI和ClusterII中,南海北部深水位点自成一类(ClusterIV),而归类情况

最为复杂的是南海北部的沿海位点,分属于ClusterI~ClusterIII。这表明沿海各海域的真核浮游生物类群

组成有着显著的差异。真核浮游生物在南海北部沿海产生这种复杂的分类,可能与其复杂的水文条件有关。
每年夏季,表层水的环流体系受到极为复杂的上升流、沿海潮流和气旋涡流等水文条件的影响而产生强烈混

合[23]。此外,珠江向沿海注入大量淡水和营养盐,在南海北部形成复杂的物理化学条件[24]。
相对于南海北部深水位点(ClusterIV),近岸的位点以真菌和浮游动物等异养真核生物为优势类群,这

可能是由于近岸水体中丰富的有机物给异养生物提供了食物。而纤毛虫、甲藻和褐藻等则在南海北部的深

水位点有较高的相对丰度,是这个海域丰富的真核生物多样性水平的主要贡献者。真核浮游生物的各个优

势类群在沿海的异质性空间分布,使得它们与物理参数和地理参数的相关性非常显著(图4)。另一方面,真
核浮游生物群落的组成和多样性在近岸位点和深水位点存在显著差异,也可能部分解释水深与群落差异之

间的显著正相关。Li等[25]和Gong等[26]的研究表明,水深对于表层水体和沉积物中的微生物多样性均有影

响。由于水深不可能直接影响微生物分布,Li等[25]和Gong等[26]认为水深是作为不同位点物理化学等环境

条件的综合性代表,反映水深不同的位点具有相应的生境差异。另外,海底地形在一定程度上可以影响海水

的运动,而海水的运动又可以直接地影响浮游生物分布[7]。在本研究中,表层水体中的真核浮游生物与水深

的显著相关可能直接反映了沿海的物理化学及水文等条件在南北海域间的差异。
总体上,真核浮游生物群落的多样性水平自北向南有显著升高的趋势,由表2可见与经纬度、水深、温盐

等参数的相关性。这与中国近海海域的物种丰富度自北向南递增的趋势相一致[27]。真核生物群落差异(β
-多样性)与地理距离的显著正相关,表明群落相似性随距离增加而降低。地理距离造成的群落分布差异是

生物地理隔离的直接证据,而这一现象普遍存在于植物和动物群落中[28]。在本研究中所得到的真核ITS1
序列不仅包含浮游动物和浮游植物,也包括真菌等浮游微生物,由此可见微生物在沿海表层水体中的空间分

布可能像浮游动物一样存在着生物地理限制。
本研究采集了5m水深的样本并采用克隆测序的方法对真核生物类群的多样性进行定性的分析评估,

仅能反映表层水体中浮游生物的物种丰度和多样性并提供数据参考。与高通量测序相比,克隆测序有测序

深度上的限制因而会遗漏某些丰度较低的类群,但这并不影响其揭示生态问题[29]。另外,ITS通用引物

ITS1和ITS4最初是为真菌而设计,其对真菌等一些真核类群有偏好[30]。同样的类群偏好问题也存在于

18SrDNA标记在环境群落中的应用中。尽管如此,ITS和18SrDNA在环境群落研究中均揭示了前所未

有的真核生物多样性[31]。随着测序技术的不断变革更新,环境基因组测序会越来越多地应用到生态学研究

中,从而加深对环境与生物相互作用机制的理解。

4 结 论

本文利用ITS1序列标记对我国沿海表层水中的真核浮游生物群落多样性进行了大范围调查,研究了

主要群落组成及其地理分布,并分析了生物多样性与环境参数间的关系,结果表明:

1)大部分ITS1序列归属于浮游动物、真菌和囊泡虫类等真核浮游生物。在门类水平上,这些真核浮游

生物可将采样位点分为5个大类,而每个大类的优势生物类群均在沿海位点中表现出显著的空间分布差异。

2)α-多样性指数与物理参数、地理参数有着显著的相关,并呈现自北向南的升高趋势。同时,真核浮游

生物的群落相似性随着地理距离的增加而降低。因此,中国近海的真核浮游生物群落首先在主要生物组成

的分布上表现出了海域空间差异,其次在生物多样性上表现出了地理限制。本文为中国近海真核浮游生物
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的生物地理研究提供了分子数据基础。然而,浮游生物如何形成和维持在连续水体中的空间限制性分布,以
及其分布与近海化学因素之间的关系仍需后续的深入研究。
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BiodiversityofPlanktonicEukaryotesinSurfaceWaterof
ChineseCoastalSeasRevealedbyITSSequencing
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Abstract:Planktoniccommunitiesinsurface waterplayanimportantrolesinthebiogeochemical
processes,andthebiogeographicdistributionisusuallyrelatedtotheenvironmentalconditionssuchashy-
drology.Recently,molecularapproacheshavebecomemajorsolutionstoinvestigateeukaryoticcommunity
inthemarineecosystem.Inthisstudy,ITS1wasusedasaDNAmarkertoestimatediversityofeukaryotic
planktoninthesurfacewateroftheChinesecoastalwaters.ResultsofBLASTindicatedthatmostofthe
ITS1sequenceswereaffiliatedwithsixeukaryoticgroups,includingMetazoa,FungiandAlveolata.Thea-
bundanteukaryoticplanktoncouldclassifythesamplingsitesintofivedistinctclusters.Foreachcluster,

thedominantphylaexhibitedsignificantgeographicvariation.Generally,diversityofeukaryoticplankton
wassignificantlyrelatedtolongitude,latitude,depth,temperatureandsalinity,presentingageneralin-
creasingtendencyfromthenorthtosouthofcoastalseas.Communitydissimilarityofeukaryotes(β-diversi-
ty)increasedwiththeincreasinggeographicdistance.Theseresultsindicatethattheeukaryoticplankton
weresubjecttothegeographicallimitsinthesurfacewateroftheChinesecoastalseas.Herebythisstudy
providesmoleculardataforthebiogeographicdistributionofeukaryoticplanktonalongthecoastofChina.
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